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Titcl : Visions-baseret isolation af Langerhanske eer: med mulighed for computerkontrol, 
dokumentation og automatisering. 

Opfinder: Seren Gregersen (cpr. 290565 -xxxx), adjunkt, tege, Ph.D. 
Privat: Solbserhaven 122, 8520Lystrup. TIf. 86224245/20935063. 

Arbejde: Medicinsk-Endokrinologisk Afd. C, Arhus Universitetshospital, Tage-Hansensgade 2, 
8000 Arhus C. Tlf. 89497735. 

Baggrund. 

Diabetes (sukkersyge) er karakteriseret ved en defekt i de insulin-producerende P-celler 
i bugspytkirtlen (pankreas). P-cellerne er arrangeret i de sikaldte Langerhanske 0er i det exokrine 
vaev. P-cellernes evne til at respondere differentieret pa blodglukosekoncentration er essentiel for 
opretholdelsen af en normal metabolisme i kroppen. Tilgaengeligheden af isolerede 0er fra dyr og 
mennesker spiller en stor rolle i forbindelse med 1. udforskningen af fysiologiske og 
patofysiologiske mekanismer i den endokrine pankreas samt 2. til transplantation bade dyre- 
eksperimentelt og humant. Transplantation af Langerhanske eer indebaerer en potentiel behandling 
af diabetes. Desuden er der et stort behov for isolerede eer til screening og afprovning af 
insulinotrope, nye potentielle antidiabetika. Behovet for automatiserede metoder til hurtig og 
sikker "large-scale" isolation af eer er s&ledes stort. 

Nuvserende metoder: 

De nuv^rende teknikker til isolation af Langerhanske eer indebaesrer oftest injektion af kollagenase 
i pankreas' gangsystem. Pankreas disintegreres herved og efter skylning af v»vet kan eerne 
isoleres. 0erne kan herefter isoleres pi flere m&der f eks. manuel "plukning" under et 
stereomikroskop; 0erne suges op i en speciel glaspipette eller de overfiares til en "ske". Begge 
metoder krsever idendifikation ved synets hjaelp. Mange laboratorier verden over anvender manuel 
isolation fordi denne metode er mest sk&nsom for eerne. 


1 


Seren Gregersen. Fortroligt materials 30.8.1998. 

Indenfor de senere &r er beskrevet metoder til oprensning af eer p& gradienter (FicoII/PercolI) som 
med fordel anvendes pk f.eks. fcrtale rotteoer. En raekke andre metoder er beskrevet i litteraturen. 
Til isolation af aer fra hunde, grise eller mennesker anvendes oftest gradient centrifugering. 
De nuvasrende metoder.har en raekke ulemper, kort beskrevet er disse: 1. manuel 0-isoIation er 
yderst tidskrae vende, 2 . der er inter-operater variation, 3 . der sikres ikke hurtig oveifbrsel af eerne 
til naeringsmedium, 4. eerne kan tage skade af centrifugering og osmotiske gradienter. 

MALET MED OPFINDELSEN. 

At fremstille et apparatur til automatisk isolation af Langerhanske eer der samtidig 
muliggar at man kan beskrive 0ernes fysiske karakteristika og selektere (feks. p.b.a. 
sterrelse og form). 

KONCEPT. 

Apparaturet skal v.hj.a. digitaliseret billedbehandling {Digital Imaging, Image Analysis) 
lokalisere de Langerhanske 0er i vaevssuspensionen og isolere disse. Digital imaging Sbner 
endvidere mulighed for at beskrive 0ernes fysiske data samt at 0-isoIations processen 
automatiseres. 

Fordele ved Digital Imaging-assisteret 0-isoIation. 

En raekke krav opstilles for at sikre 0ernes fysiske og funktionelle integritet optimalt 
sammenlignet med gsengse metoder til 0-isolation: 1. 0erne m£ ikke skades p& nogen m&de, 
hverken fysisk eller kemisk, 2. 0erne skal, i enhver henseende, opfiarre sig som 0er isoleret v.hj.a. 
traditionelle metoder (hvad ang&r udseende, sekretionsm0nster m.m). 3. apparaturet skal vaere 
istand til at genkende og isolere 0erne uden brug af farve- eller anti-stoffer, 4. apparaturet kan 
arbejde ved 4°C og 5. risiko for kontamination mindskes idet pipetter, slanger m.m. kan 
autoklaveres eller er engangsmateriale. 
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Begge l0sningsmodeller er baseret pa fotodetektion af eerne (digital imaging). Afhaengig 
af tesningsmodel (I og/eller II) isoleres 0erne ved hjaelp af: 

I. Detektion og separation af 0erne i et tyndt glasrar (eller kanal). 

//. Opsugning af 0er med pipette der bevaeges rundt i en petrisskal (eller anden plan flade 
indeholdende vsevssuspensionen) ved computer-styrede bevaegelser. 

"Claims" omfatter: 

Identifikation (visuel og/eller digitaliseret) af nedennsevnte biologiske materiale* i 

I. (L0sningsmodel I): Et h&rrar, eller i en kanal, udf0rt i gennemsigtigt (klart) materiale med en 
indre diameter der er lidt st0ire end de sterste 0er eller celleclusters. 

II (L0sningsmodel II): En petrisskal, eller anden vaedskefyldt plan flade indeholdende 
vaevssuspensionen. 

Med "metoden" menes nedenfor enten tesningsmodel I eller II. 
"Ang&ende det biologiske materiale der omfattes: 

1 . Djekker anvendelse af metoden til isolation af Langerhanske 0er fra ethvert species, inklusive 
mennesker. De Langerhanske 0er kan vare omgivet af ethvert taenkeligt materiale, biologisk eller 
ikke-biologisk (f.eks. til hindring af immun-reaktion i forbindelse med transplantation). 
0erne/celleclusters + kan vsere maerkede med antistof eller anden substans tilsat i identifikations 
og/eller analyse-0jemed. 

2 Daekker anvendelse af metoden til beskrivelse af fysiske/kemiske/biokemiske karakteristika ved 
de Langerhanske 0er. 

3. Daekker anvendelse af metoden til isolation eller beskrivelse af fysiske/kemiske/biokemiske 
karakteristika ved det exokrine vaev. 
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4. Darker anvendelse af metoden til isolation eller beskrivelse af fysiske/kemiske/biokemiske 
karakteristika ved andre celleclusters end Langerhanske aer. 

5. Daekker anvendelse af metode til enhver efterfelgende oprensningsprocedure eller udvslgelse 
af 0er end naevnt under pkt. 1. D.v.s. at den daekker ogsa en eventuel anvendelse af metoden til 
isolation eller udvajlgelse af 0er der primal (d.v.s. farste isolations procedure efter udtagelsen af 
pankreas) kan vaere isoleret ved anden metode. 

Ad cellecluster* 

Med cellecluster menes naturlige eller artificielt opstaede cellehobe pa 3-1 00.000 celler fra ethvert 
hvirveldyr og/eller ex-corpori opstaede cellehobe, f.eks cancer celler. Celleclusters opstaet i 
cellelinier. Genteknologisk modificerede eer eller celleclusters er ligeledes omfattet. Cellehobe 
bestaende af oprindeligt encellede organismer er ligeldes omfattet. 

Antistof-, eller pa anden made, konjugerede celler resulterende i cellehobe er ligeledes omfattet. 


TEKNTSK BESKRIVELSE AF OPFINDELSEN. 

Visions-baseret identifikation af, og efterfblgende, isolation afLangerhanskeeer. Specifikt foregar 
identifikationen i enten: 

I. Et harrer, eller kanal, udfert i gennemsigtigt (klart) materiale der for 0-isolationens 
vedkommende har en indre diameter pa mellem 0.25-3 urn og en laengde pa ca. 5-35 mm. For 
andre celleclusters lidt sterre end diameteren pa de sterste clusters. Den indre form af reret eller 
kanalen kan have enhver tasnkelig geometrisk form i tvaersnit f eks. rund eller kvadratisk og i 
laengden f.eks. konisk. 

n. En petrissk&l, eller anden plan flade indeholdende vajvssuspensionen. 

Den visuelle identifikation kan forega ved alle bdgetengder og for det tilfaelde at der til vaivet er 
sat antistof eller andre substanser til eerne/celleclusters m.h.p. identifikation og /eller analyse kan 
der vjere tale om at sende lys af 6n balgetengde ind pi vaevet og lade kameraet detektere lys af 
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anden balgetengde. Der kan vare tale om at indsartte filtre pi lyskilden og eller kameraet. 

Lesningsmodcl I (se figur I). 

Princippet i denne model er at et kamera med zoom-udstyr (A) scanner et harrar eller kanal (C). 
Kameraet er tilkoblet en computer med program til digital image analysis (B). Harraret eller 
kanalen er via en tynd slange (E) forbundet til et reservoir (F) hvori vaevssuspensionen befinder 
sig. Dette reservoir er i konstant, langsom rotation (ca. 10 omdr/min) v.hj.a. kontrolleret el-motor 
(G) for at holde vasvet i homogen suspension. 

Ved enten at applicere et tryk pa reservoir'et eller ved tyngdekraftens hjaelp tillades 
vaevssuspensionen at passere igennem harraret eller kanalen (C) med en naje afstemt hastighed 
saledes at identifikationen i harraret lader sig gore. Idet flowhastigheden kan beregnes udfra 
partikelbevsgelsen i harraret beregnes den tid der skal ga far mikropumpen (H) aktiveres. 
Mikropumpen leverer en kortvarig va?skestram (vinkelret, eller nassten yinkelret, pa harraret), der 
medfarer at aen/celleclusteren aendrer retning og bevaeger sig ud i et siderar (I) som via en slange 
ender i en flaske (J) med dyrkningsmedium. 0erne kan ogsa overfares direkte til andre medier 
(f.eks. til inkubationsvials i forbindelse med forsag og/eller analysearbejde). 
Eventuelt erstattes mikropumpen (H) af en elektromagnetisk styret ventil, som sarger for at 
"guide" aen ud i sideraret (I). 

Raret eller kanalen hvori identifikationen foregar belyses af en lyskilde (ikke vist pa figur I). Se 
kommentar side 4 nederst. 

Lesningsmodel II (se figur II). 

Et kamera (A) tilkoblet en computer med program til digital image analysis (B) scanner en 
petrisskal (C) eller anden plan flade indeholdende vasvssuspensionen. Kamera og pipette (D) (som 
evt. er bygget sammen til samme enhed) styres i x-y-z planet med computer-styrede el-motorer 
(E). Pipettens spids er synlig i kameraets billedudsnit. Pipetten er tilkoblet en plastik-slange (F) 
som ender i en flaske (G) med medium hvortil aerne/celleclusters overfares. 0erae/celleclusteres 
kan ogsa overfares direkte til andre medier (f.eks. til inkubationsvials i forbindelse med forsag 
og/eller analysearbejde). I flasken (G) er der via sug (H) et lille undertryk, som gar, at aerne suges 
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igennem pipette og slange. PS slangen (F) placeres en computer-kontrolleret ventil (I), som styrer 
suget i pipetten (D). 

Z-y-x styringen (E) foregSr med en tilstraekkelig n0jagtighed til med sikkerhed at kunne opsuge 
6n 0 (d.v.s. en n0jagtighed i alle planer p4 omkring 0.05 mm). 

Vaevssuspensionen belyses af en Iyskilde (ikke vist p4 figur I). Se kommentar side 4 nederst 
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